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@ Oligonucleotide utilisable comme brin 
non-matrice de promoteur, dans la transcrip- 
tion d'une sequence d'une cible nucieotidique, 
en presence d'une ARN polymerase phagique 
choisie parmi celles des phages dont les ARN 
polymerases ont des promoteurs specifiques 
com pre n ant una sequence consensus au moins 
depuis la position -17 jusqu'd la position -1, 
caracterise par le fait : 

— qu'il comprend une sequence de coeur 
flanquee d Tune au moins de ses extremites 
d'une sequence nucieotidique capable d'hybri- 
dation avec une sequence de la cible, 

— que ladite sequence de coeur est consti- 
tu6e par une sequence de 6 & 9 nucleotides 
cons6cutifs choisis dans la region -12 & -4 du 
brin non-matrice dudit promoteur sp6cifique, 
ou une sequence sufFisamment homologue per- 
mettant de conserver la fonctionnalite de ladite 
ARN polymerase, 

— qu'une sequence flanquante est comple- 
mentaire d'une premiere region de la cible, et 
que I'autre sequence flanquante, lorsqu'elle est 
presente, est compiementaires d'une seconde 
region de la cible, lesdites premiere et seconde 
regions etant s6par6es, sur la cible, par une 
sequence ayant un nombre de nucleotides egal 
au nombre de nucleotides de la sequence de 
coeur, 

— et que le nombre de nucleotides de la 
region flanquante, ou la somme du nombre de 
nucleotides des regions flanquantes, est au 
moins suffisamment 6lev6 pour que ledit oligo- 
nucleotide puisse s'hybrider avec la cible & la 
temperature d'utilisation de TARN polymerase. 

Un tel oligonucleotide permet d'initier la 
transcription en un site de la cible qui n'est 
normalement pas un site d' initiation de la trans- 
cription pour ladite ARN polymerase. 
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La presente invention a pour objet un promoteur modif ie pour ARN polymerase et ses applications. Plus 
partlculierement, elle concerne rutilisation d'un promoteur pourles ARN polymerases phagiques. ce promoteur 
etent modifie par rapport aux promoteurs presents dans la nature ou deja decrits. On a decouvert qu'il est 
possible de reduire la taille de la sequence promotrice et d'integrer des mesappariements entre les deux bnns 
du promoteur. Les promoteurs modifies obtenus selon Invention permettent notamment d'effectuer la trans- 
cription d'une cible nucleotidique a partir d'un site qui n'est normalement pas un site d'initiation de la trans- 
cription pour I'ARN polymerase utilisee. Grace a Invention. II devient possible de transcrire in vrfro des se- 
quences ties diverses qui ne sont pas transcrites par les ARN polymerases phagiques lorsqu'on utilise les 
promoteurs detype sauvage (c'est-a-dire les promoteurs naturals) desdites ARN polymerases, ^utilisation de 
ces promoteurs modifies permet de plus d'obtenir differentes eff icacites d'initiation de la transcript.on pour la 
transcription differentielle de plusieurs sequences au sein d'un meme milieu reactionnel. 

On sait que I'ARN (acide ribonucleique) est le produit de transcription d'une molecule d ADN (ac.de de- 
soxyribonucleique) synthetise sous Taction d'une enzyme. I'ARN polymerase ADN dependante. 

II est interessant a plusieurs litres de pouvoir, a partir d'une sequence d'ADN, obtenir plusieurs sequences 
d'ARN Differentes applications de I'obtention de sequences d'ARN specif iques ont deja decrites. comme par 
exemple la synthase de sondes ARN, ou d'oligoribonucleotides (voir notamment Milligan, J. F., Groebe, D. R.. 
Witherell. G. W., and Uhlenbeck, O. C. (1987) Nucleic Acids Res. 25, 8783-8798), ou I'expression de . gdnes 
(voir notammentSteen, R. etal. (1986) EMBOJ. 5, 1099-1103 et Fuerst. T. Ratal. (1987) Molecular and Cellular 
Probes 7 2538-2544 et les demandes de brevet WO 91 05 866 et EP 0178 863), ou encore I'amplification de 
gene comme decrit par Kievits. T. et al. {Journal of Vlmlogical Methods 35. 273-286 (1 991)) et Kwoh. D. Y et 
al (Proc. Natl. Acad. Sd. USA 86. 1173-1177 (1989)) ou dans les demandes de brevet WO 88 10315 et WO 
91 02818 

L'une des caracteristiques propres aux ARN polymerases ADN dependantes est d'initier la synthese d'ARN 
suivant une matrice ADN a partir d'un site particulier d'initiation grace a la reconnaissance d'une sequence 
d'acide nucleique, appelee promoteur, qui permet de def inirla localisation precise et le brin sur lequel initiation 
doit etre effectuee. Contrairement aux ADN polymerases ADN dependantes. la polymerisation par les ARN 
polymerases ADN dependantes n'est pas initiee a partir d'une extremite 3'OH. et leur substrat natural est un 
double brin d'ADN intact. 

On def init ci-apres quelques termes generiques qui vont Stre employes. 

Par oligonucleotide ou polynucleotide, on entend des sequences nucleotidiques contenant les bases na- 
turelles (A. C G T U) et/ou une ou plusieurs bases modif iees, telles que I'inosine, la methyl-5-desoxycytidine. 
la desoxyurid'ine, la dimethylamino-5-desoxyuridine. la diamino-2.6-purine. la bromo-5-desoxyuridine ou tou- 
tes bases modif iees. permettant I'hybridation. en particulier par toutes modifications chimiques appropndes 
permettant d'accroltre le rendement d'hybridation. Des exemples de telles modifications sont notamment I in- 
troduction entre au moins deux nucleotides d'un groupement choisi parmi les esters diphosphates d alkyl- 
et/ou d'aryl-phosphonates et/ou phosphorothioates, ou le remplacement d'au moins un sucre (nbose ou de- 
soxyribose) par un polyamide voir par exemple Nielsen P.E. et al.. Science, 254. 1497-1500 (1991). L'expres- 
sion "nucleotide" ou "base" designe non seulement un desoxyribonucleotide ou ribonucleotide natural, mais 
tout nucleotide modif 16 comme il vient d'etre dit. 

Par promoteur. on entend toute sequence d'acide nucleique capable d'etre reconnue par une ARN poly- 
merase pour initier la transcription, c'est-a-dire la synthese d'un ARN. Cette ARN polymerase peut etre soit 
ADN dependante, soit ARN dependante. 

Par promoteur natural, on entend les sequences de promoteur, presentes dans le genome, codant pour 
I'ARN polymerase dont ce promoteur est specif ique. Par sequence promotrice on entend la sequence d un 
oligonucleotide qui entre dans la composition de I'un des brins du promoteur. 

Par transcription, on entend la neosynthese de plusieurs brins d'ARN complementaires de la sequence 
(ou cible) se trouvant sous le controle du promoteur, le promoteur permettant I'initiation de cette reaction. Cette 
sequence se trouve en general contigue a I'extremite 5' du brin matrice du promoteur. Les brins d'ARN synthe- 
tises sont appeles transcrits. 

Par transcription differentielle, on entend une transcription donnant des nombres differents de transcrits 

a partir de matrices differentes. 

Par mutation, on entend tout changement de sequence par rapport a la sequence naturelle. La mutation 
peut concerner les deux bases complementaires positionnees sur chaque brin d'un duplex d'acide nucleique. 
ou n'en concerner qu'une. Si la mutation concerne une seule des deux bases complementaires, elle donne 
lieu a I'apparition de ce qu'on appelle un mesappariement 

Parmesappariement. on entend Introduction a I'interieurd'un double brin d'acide nucleique de paires de 
bases autre que A:T, C:Gou A: U. 

Par non-appariement on entend la presence de nucleotides qui ne sont pas appanes avec une base du 
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brin d'acide nucieique compl6mentaire, de par leur nature, ou de par leur position dans la sequence. Si plu- 
sieurs bases d'un m6me brin sont non appari6es, elles peuvent former des liaisons entre elles, qui peuvent 
provoquer I'apparition de structures secondaires dites "boucles" ou "tiges-boucles". 

Par deletion, on entend Elimination de certains nucleotides d'une sequence. Une deletion peut concerner 

5 une seule base, ou plusieurs bases contigues. Si plusieurs bases non contigues sont concern6es, on parlera 
de deletions multiples. Sur un acide nucieique double brin, une deletion concerne en g6n6ral £ la fois les deux 
bases compl6mentaires positionn6es sur chaque brin d'acide nucieique. Cependant, une deletion peut aussi 
intervenir seulement sur une ou plusieurs bases d'un seul brin, et provoquer des non-appariements. 

Par sequence consensus, on entend une sequence nuc!6otidique theorique dans laquelle le nucleotide, 

10 a chaque site, est celui qui apparalt le plus f r6quemment h ce site, dans les differentes formes naturelles de 
I'ei6ment g6n6tique consid6r6 (par exemple le promoteur). Le terme "consensus" d6signe 6galement toute se- 
quence r6elle tr£s proche de la sequence consensus theorique. 

On rappeile que la transcription s'effectue par synth6se, dans le sens 5'-»3\ d'un ARN antiparalieie et 
compiementaire du brin nucl6otidique transcrit (appeie "brin matrice", ou encore "brin antisens^. Le brin d'ADN 

15 qui est comp!6mentaire du brin transcrit est appel6 "brin non-matrice" ou "brin sens". Par convention, le nu- 
cleotide £ partir duquel la transcription commence est not6 +1 (ou simplement 1). Sur le brin matrice, les nu- 
cleotides successife situ6s du c6t6 de I'extr6mit6 3' (r6gion amont) sont, d partir de +1, numerates -1, -2, etc. 
Une region aval, par rapport & un nucleotide donne (ou £ une sequence donn6e) est situ6e vers I'extr6mit6 
5' du brin matrice, et done vers I'extr6mit6 3' du brin d'ARN synth6tis6. A partir de +1, les nucleotides en aval 

20 correspondent successivement aux positions +2, +3, etc. 

Compar6es aux ARN polymerases bacteriennes, eucaryotes, ou mitochondriales, les ARN polymerases 
phagiques sont des enzymes tr6s simples. Parmi celles-ci, les mieux connues sont les ARN polymerases des 
bacteriophages T7, T3 et SP6. L'ARN polymerase du bacteriophage T7 est clon6e (voir notamment le brevet 
US 4952496). Ces enzymes sont tr6s homologues entre elles et sont fbrm6es par une seule sous-unite de 98 

25 £ 100 kDa. Deux autres polymerases phagiques partagent ces homologies celle du phage K11 de Klebsielle 
et celle du phage BA14 ; voir Diaz et al. v J. Mol. Biol. 229 : 805-811 (1993). 

Les promoteurs naturels specif iques des ARN polymerases des phages T7, T3 et SP6 sont bien connus. 
Le s6quengage du g6nome entier du bacteriophage T7 en 1983 par Dunn et al (J. Mo!. Biol. 166, 477-535 
(1 983)) a permis de d6f inir I'existence de 1 7 promoteurs sur cet ADN repr6sent6s dans le tableau 1 ci-dessous 

30 (brin non-matrice). 
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Tableau 1 

Promoteurs pour la T7 ARN polymerase 



Promotcur 



Nucleotide 



Sequence conservee 
Promoteur de replication 

0OL 

Promoteurs de classe II 

01-1A 
01-1B 
01-3 
01-5 

01- 6 

02- 5 

03- 8 
04c 

04- 3 
04-7 

Promoteurs de classe III 

06-5 
09 

010 

013 
017 

Promoteur de replication 
0OR 



-20 



-10 1 
TAATACGACTCACTATAGGGAGA 

-10 1 



TTGTCTTTAT TAATACAACTCACTATAAGGAGA GA 
-20 -10 1 



AACGCCAAAT 
TTCTTCOQGT 
GGACTQGAAG 
AGTTAACTGG 
TQGTCACGCT 
AGCACOGAAG 
OGTGGATAAT 
CCGACTGAGA 
AGTCCCATTC 
TTCATGAATA 
-20 



CAATACGACTCACTATAGAGGGA CA 
TAATAOGACTCACTATAQGAGGA CC 
TAATACGACTCAGTATAGGGACA AT 
TAATACGACTCACTAAAGGAGGT AC 
TAATACGACTCACTAAAGGAGAC AC 
TAATAOGACTCACTATTAGGGAA GA 
TAATTGAACTCACTATTAGGGAA GA 
CAATCCX5ACTCACTAAAGAGAGA GA 
TAATAOGACTCACTAAAGGAGAG AC 
CIATTOGACTCACTATAGGAGAT AT 
-10 1 



GTCCCTAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGA TA 
QOCGGGAATT TAATACGACTCACTATAGGGAGA CC 
ACTTCGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGA CC 
GQCTCGAAAT TAATACXBACTCACTATAGGGAGA AC 
GCGTACCAAA TAATACXBACTCACTATAGGGAGA GG 
-20 -10 1 

CACGATAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGA GG 



Comme eel a ressort du tableau ci-dessus, vingt trois nucleotides contigus situes entre les positions -17 
et + 6^ PP trt ^ ste dTnLion (position 1 ) de ia transcription sont fortement conserves. Ces nudeot-des 
so^t rSmTKiques chez ies 5 promoteurs de ciasse III. qui sont les plus efficaces ,n v,vo « m . v*o. Parm 
nmmoteursdifferents la plupart divergent par les nucleotides compris entre les pos.t.ons +3 a +6. Parm 
les nuSS^mprentre les positions -?6 et -1 . neuf sont complement conserves, f*"*™**™™ 1 
consent dSsTp^moteurs. Ces constatations suggerent que ces 1 3 nucleotides son des facteurs f mpor- 
Lnts d^Sition d'un promoteur. Ces conclusions ont ete confirmees par la mise en ev.dence de I eff .cacrte 
dtn^moW 
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20, 4884-4892) et -17 (Martin, C. T. et al. (1987) Biochemistry 26, 2690-2696). Par contre, ces mSmes publi- 
cations montrent qu'une coupure en amont de -10 ou -12 abolit cette efficacite. 

L'ARN polymerase du phage T3 est presque aussi bien connue que la T7 ARN polymerase. Ces deux en- 
zymes ont une structure trfcs similaire (80 % d'identite) (McGraw, N. J. et al.(1985) Nucleic Acids Res. 13, 
6753-6766) mais possddent pourtant une sp6cificit6 de matrice presque absolue. Les sequences de 11 pro- 
moteurs sp6cif iques pour la T3 ARN polymerase ont 6t£ d6termin£es et sont pr6sent&es dans le tableau 2 ci- 
dessous (brin non-matrice). 

Tableau 2 

Promotevrs pour la T3 ARN polymerase 

Promoteur _ NucI6oride 

-20 -10 1 

S6quence conserve TATTAAOCCTC?^AAAGQGA^ 

-20 -10 1 

• • 
GTC TATTTAOOCTCACTAAAGGGAAT AAGG 
TAG CATIAACCCTCACTAACQOGAGA CTAC 
TAC AGTTAAOCCTCACTAACQQGAGA GTTA 
AAG TAATAAOXTCACTAACAQGAGA ATCC 
GGG CATTAAGCCTCACTAACAGGAGA CACA 
GOC TAATTAOCXTCACTAAAGGGAAC AACC 
TAC AATTAACCCTCACTAAAGGGAAG AGOG 
TCT AATTAAOOCTCACTAAAGQGAGA GAGC 
AGC TAATTACCCTCACTAAAGGGAGA CCTC 
GTG AATTAAGOCTCACTAAAGGGAGA CfiCT 

TTG CATTAACCCTCACTAAAGGGAGA GAQG 

Actuellement, 4 sequences dif f6rentes de promoteurs pour I'ARN polymerase du phage SP6 ont eta mises 
en evidence par Brown, J. E., et al. (Nudeic Acids Res. 14, 3521-3526 (1986)). L'ARN polymerase du phage 
SP6 presents aussi beaucoup de similitudes avec I'ARN polymerase du phage T7. Ces sequences sont pre- 
sentees au tableau 3 ci-dessous (brin non-matrice). 
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Tableau 3 

Promoteurs pour la SP6 ARN polymerase 



Promoteur 



Nucl6otidc 



10 



Sequence conservde 



-10 



1 



-20 



ATTTAQGTGACACTATAGAAQQG 
-10 1 



15 



20 



pSP64 
pJEBl 
pJEB4 
pJEB6 



ACACATACG ATTTAQGTGACACTATAGAATAC AA 
TAATTGCCT ATTTAGGTGACACTATAGAAQGG AG 
GGACTTGGT AATTAGQGGACACTATAGAAGGA GG 
GTGTCTCTT ATTTAGQQGAGACTATAGAAGAG AG 



De meme que pour la T7 ARN polymerase, les sequences des promoteurs pour la T3 ARN polymerase, 
et pour la SP6 ARN polymerase sont tr6s similaires, notamment entre les positions -17 et +6. La comparison 

25 des sequences de ces trois promoteurs (Figure 1) montre Texistence d'une sequence commune de la position 
-7 a -3 voir a ce propos notamment : BROWN, J.E. et al. f Nucleic Acid Res., 14, 3521-3526 (1 986), et Bailey 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 : 2814-2818 (1983). 

II est done possible de considerer que les diverses ARN polymerases phagiques etudiees ci-dessus font 
partie d'une famille d'ARN polymerases qui reconnaissent des promoteurs pr6sentant une sequence consen- 

30 sus de la position -17 a la position +6, et notamment de -17 a -1. 

Pour obtenir TARN correspondant a une sequence d'ADN don nee sous Taction d'une ARN polymerase, il 
est necessaire de mettre cette sequence sous la dependance du promoteur de cette ARN polymerase. C'est 
I'etape dite d'installation d'un promoteur, juste en amont de la sequence a transcrire. Cette installation, dans 
I'etat actuel de Tart, necessite I'utilisation de method es laborieuses. 

35 La methode la plus classique d'installation d'un promoteur est le clonage de la sequence a transcrire dans 

un vecteur contenant un promoteur pour une ARN polymerase phagique en amont d'un site de clonage. Plu- 
sieurs vecteurs de ce type sont commercial ises, comme par exemple pT3/T7-LUC (Clontech Laboratories, 
Inc.), ou lambda ZAP II, Uni-ZAP XR, lambda DASH II, lambda FIX II, pWE 1 5 et superCos cosmid (Stratagene 
Cloning System), ou pT7-0, pT71 f ou pT7-2 (United States Biochemical), ou encore pT7/T3a-18 ou pT7/T3a- 

40 1 9 (GIBCO BRL) ou d6crits dans des publications, comme les vecteurs pET (Rosenberg, A.H. et al., Gene 56, 
1 25-1 35 (1987)). C'est aprds obtention du fragment d'ADN a doner, insertion dans le vecteur et amplification 
du vecteur que la transcription peut etre effectuee. Cette methode permet de transcrire n'importe quelle se- 
quence. Cependant elle est tres laborieuse, et ne permet pas d'obtenir n'importe quelle extremite sur TARN, 
car la localisation de cette derniere est imposee par le site de restriction enzymatique utilise pour le clonage. 

45 Certaines m6thodes connues pour la synthase in vitro d'oligoribonucl6otides necessitent la synthase par 

voie chimique de deux oligodesoxynucleotides complementaires comprenant un promoteur pour une ARN po- 
lymerase phagique. II a 6t6 d6montr6 (Milligan et al. f article cit6), qu'une matrice partiellement simple brin, 
qui est double brin uniquement sur la sequence promoteur, de la position +1 a -14, est aussi active en trans- 
cription qu'une matrice double brin. Ainsi, la methode necessite la synthase d'un nucleotide de 1 5 mer compre- 

50 nant la sequence du brin non-matrice d'un promoteur phagique de la position -14 a +1, et d'un deuxi6me oli- 
gonucleotide contenant £ son extr6mit6 3', la sequence compl6mentaire du premier, et sur sa region 5', la se- 
quence compiementaire de roligoribonucl6otide que Ton desire synthetiser. Comme la synthase chimique ne 
permet pas d'obtenir des oligonucleotides de bonne qualite si leur taille est superieure a 70 bases, cette tech- 
nique n'est pas applicable pour les oligoribonucieotides de plus de 55 bases, si on utilise les sequences de 

55 promoteurs deja d6crites. De plus la methode necessite de connattre exactement la sequence de I'ARN que 
Ton veut synthetiser. 

Une autre methode d'installation d'un promoteur sur une sequence, par ligation, est possible (Leary, S. 
et al.. Gene 106. 93-96, (1991)) si cette sequence possede une extr6mit6 3' bien d6finie. II s'agit de I'hybri- 
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dation sur cette extr6mit6 3' d'un oligonucleotide portant la sequence du brin non-matrice du promoteur, suivie 
par la sequence complementaire de I'extremite 3' de la sequence cible, sur une longueur suff isante pour per- 
mettre I'hybridation. Un deuxieme oligonucleotide intervient, dont la sequence est complementaire de la region 
promoteur du premier, et qui porte un groupement phosphate en 5*. L'hybridation des deux oligonucleotides 
5 et de la cible met en contact I'extr6mit6 5' phosphate de ('oligonucleotide portant la sequence du brin matrice 
du promoteur, et I'extremite 3' OH de la cible. Sous Taction d'une ligase, la liaison phosphodiester entre ces 
deux extremites est etablie, permettant la formation d'un complexe dans lequel la cible se trouve sous le 
contrdle du promoteur. 

Uapparition de la technique de "reaction d'amplification en chaTne par polymerase" (PCR) t a permis la 
10 creation de nouvelles methodologies plus performantes pour Installation d'un promoteur. La matrice de trans- 
cription est synth6tis6e par PCR. L'amorce en amont apporte le promoteur pour I'ARN polymerase phagique 
et def init rextr6mit6 5' du produit de transcription (ou transcrit), alors que l'amorce en aval d6f init I'extremite 
3' de I'ADN amplif ie et du transcrit. Cette technique permet d'obtenir un ARN de taille et d'extr6mit6 3' quel- 
conques. 

15 L'installation d'un promoteur phagique, grace a une reaction inspir6e du cycle des retrovirus, est possible 

a partir d'un ARN (Kwoh, D. Y. et al., P.N.A.S. USA; 86, 11 73-11 77, (1989)). Une amorce amont portant la se- 
quence du promoteur sert & synthetiser I'ADN complementaire de I'ARN gr§ce a une transcriptase inverse. 
L'ARN du duplex ARN:ADN ainsi forme est dig6r6 par la RNase H. L'ADN simple brin ainsi Iib6re s'hybride 
avec la deuxieme amorce qui, gr£ce a la transcriptase inverse, permet la synthese du deuxieme brin d'ADN 

20 complementaire. Cependant cette premiere etape ne permet pas de d6f inir I'extremite 3' de I'ARN. C'est la 
deuxieme synthese par les memes enzymes et par le mSme procede, d'une deuxieme generation de matrice 
pour I'ARN phagique, a partir des premiers transcrits obtenus, qui permet d'obtenir une extr6mit6 3' strictement 
def inie par la seconde amorce utilis£e. 

L'un des buts de ('invention est de reduire au maximum les diff icultes d'installation du promoteur, a I'aide 

25 de promoteurs modifies de sequence courte, permettant de reduire les contraintes de sequence sur la sequen- 
ce cible e transcrire. L'invention permet aussi d'obtenir des promoteurs de differentes eff icacites, utilisables 
pour la transcription a des taux differents de sequences differentes, dans un m§me milieu r6actionnel. 

Utilisation des promoteurs modifies selon l'invention permet d'obtenir la transcription d'une sequence 
quelconque d'acide nucieique, d£soxyribonucl6ique ou ribonucl6ique. 

30 L'invention a done pour objet un oligonucleotide utilisable comme brin non-matrice de promoteur, dans la 

transcription d'une sequence d'une cible nuc!6otidique, en presence d'une ARN polymerase phagique ayant 
un promoteur natural specif ique, a partir d'un site de ladite cible qui n'est normalement pas un site d'initiation 
de la transcription pour ladite ARN polymerase phagique, laquelle est choisie parmi celles des phages dont 
les ARN polymerases ont des promoteurs sp6cif iques comprenant une sequence consensus au moins depuis 

35 la position -1 7 jusqu'a la position -1 , caract6ris6 par le fait : 

- qu'il comprend une sequence de coeur flanqu6e a I'une au moins de ses extremites d'une sequence 
nucieotidique capable d'hybridation avec une sequence de la cible, 

- que ladite sequence de coeur est constitu6e par une sequence de 6 a 9 nucleotides cons6cutifs choisis 
dans la region -1 2 a -4 du brin non-matrice dudit promoteur specif ique, ou une sequence suff isamment 

40 homologue permettant de conserver la fonctionnalite de ladite ARN polymerase, 

- qu'une sequence flanquante est complementaire d'une premiere region de la cible, et que I'autre se- 
quence f lanquante, lorsqu'elle est presente, est complementaire d'une seconde region de la cible, les- 
dites premiere et seconde regions etant separees, sur la cible, par une sequence ayant un nombre de 
nucleotides 6gal au nombre de nucleotides de la sequence de coeur, 

45 - et que le nombre de nucleotides de la region flanquante, ou la somme du nombre de nucleotides des 

regions f lanquantes, est au moins suff isamment 6lev6 pour que ledit oligonucleotide puisse s'hybrider 
avec la cible a la temperature d'utilisation de I'ARN polymerase. 
Les ARN polymerases phagiques presentant les caracteristiques indiqu6s ci-dessus sont du type compor- 
tant une seule sous-unite et ayant une masse moieculaire voisine de 100 kDa. L'invention s'etend bien entendu 
so a I'utilisation d'ARN polymerases viral es, non phagiques, pr6sentant des caracteristiques analogues, et a la 
modification des promoteurs specif iques desdites ARN polymerases virales. 

On a en effet decouvert qu'une sequence courte, telle que la sequence de coeur mentionnee ci-dessus, 
est capable de fonctionner comme promoteur de I'ARN polymerase. Cette d6couverte pr6sente un caractere 
surprenant dans la mesure ou la majeure partie de la sequence de coeur, telle que d6f inie ci-dessus, corres- 
55 pond e des sequences tres variables des promoteurs sauvages, notamment entre les positions -8 et -12, 
comme le montre I'examen de la figure 1. 

La sequence de coeur etant relativement courte, cela augmente les chances de rencontrer de facon a16a- 
toire sur une sequence cible, une sequence complementaire de la sequence de coeur, ou suffisamment 
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compiementaire de la sequence de coeur pour permettre I'hybridation au moins partielle avec celle-ci. II en 
resulte une possibility d'effectuer una transcription en un site qui n'est normalement pas un site de d6but de 
transcription, avec le promoteur sauvage, non modify. Cette possibility se trouve encore augmentee par la 
presence de la region flanquante ou des regions f lanquantes, qui sont par construction compl6mentaires de 

5 la cible et qui contribue de fagon importante a ('hybridation du promoteur modif ie sur la cible. 

De preference, la sequence de coeur est choisie parmi des sequences de 6 a 9 nucleotides d'un promoteur 
natural existant. Toutefois, des sequences homologues, different par exemple d'un ou deux nucleotides par 
rapport au promoteur natural, peuvent aussi etre utilis6es, notamment pour am6liorer, le cas 6ch6ant, I'appa- 
riement de la sequence de coeur avec la sequence correspondante de la cible, dans la mesure ou la sequence 

10 de coeur est suff isamment homologue de la sequence naturelle correspondante pour conserver la fonction- 
nalite de I'enzyme, c'est-a-dire dans la mesure ou I'enzyme peut fonctionner avec un promoteur ayant une se- 
quence de coeur ainsi modif i6e, ce qui peut etre facilement v6rif i6 par de simples experiences de routine. 

^oligonucleotide de invention peut etre constitue de bases naturelles, d6soxyribonucl6iques ou ribonu- 
cieiques, ou etre constitue au moins en partie de bases modif i6es. II peut etre constitue notamment d'oligo- 

15 nucleotides modifies par couplage avec du psoralens, ou encore etre constitu6es de PIMA (peptide nucleic 
acids). 

Lorsque deux sequences f lanquantes sont pr6sentes respectivement en amont et an aval de la sequence 
de coeur, elles sont compiementaires de deux regions de la cible espacees, sur la cible, d'un nombre de nu- 
cleotides egal au nombre de nucleotides de la sequence de coeur. 

20 Grace a la region flanquante, ou aux regions flanquantes, I'hybridation de 1'oligonucieotide avec la cible 

permet generalement d'effectuer la transcription, y compris dans le cas ou la sequence de coeur n'est pas 
compiementaire, m§me partiellement, de la region en regard sur la cible, dans le duplex cible-oligonucI6otide. 
Cette possibility est encore augmentee avec ('utilisation de bases modif tees pour la realisation de la sequence 
de coeur et/ou des sequences flanquantes. 

25 L'invention permet done d'effectuer la transcription d'une sequence quelconque d'une cible donnee, en 

faisant debuter la transcription en un site qui ne serait normalement pas un site d'initiation de la transcription 
pour un promoteur non modif ie. 

Selon un mode de realisation prefere, ('oligonucleotide de l'invention comporte une region flanquante 
amont dont le nombre de nucleotides est tel que la somme des nombres de nucleotides de la sequence de 

30 coeur et de la sequence flanquante amont est au moins egale a 10, et en particulier au moins egale £11. Cha- 
que region flanquante comporte de preference au moins 5 nucleotides et en particulier de 5 a 12 nucleotides. 

La sequence -12 a -4, dans laquelle peut etre choisie la sequence de coeur, est en particulier I'une des 
sequences -1 2 a -4 du brin non matrice d'un promoteur sauvage. De telles sequences - 1 2 a -4 sont par exemple 
les suivantes : 

35 - GGTGACACT 

- CGACTCACT 

- ACCCTCACT 

- GGGCACACT 

- CAACTCACT 
40 - CGACTCAGT 

- GAACTCACT 

Comme indique pr6c6demment, la sequence de coeur peut etre choisie a I'interieur des sequences -12 a 
-4 de promoteurs sauvages. II est aisement concevable que le rendement de la transcription pourra varier en 
fonction des sequences utilis6es comme sequences de coeur. II est toutefois possible, par selection a I'aide 
45 de simples experiences de routine portant sur des essais de transcription, de construire un promoteur modif ie 
permettant d'effectuer la transcription avec un rendement au moins egal a un seuil predetermine. 

Bien entendu, les oligonucleotides dont la sequence de coeur correspondrait a une sequence d'un pro- 
moteur natural, et dont les sequences amont et aval seraient fortuitement presentes dans ledit promoteur na- 
tural, ne font pas partie de l'invention. 
so L'invention a 6galement pour objet un precede de preparation d'un oligonucleotide utilisable comme pro- 

moteur modif ie pour ARN polymerase, caracterise par le fait que Ton synthetise, selon les m6thodes connues 
en soi, un oligonucleotide tel qu'il a ete d6f ini ci-dessus. 

La presents invention permet de mettre une sequence quelconque sous le contrdle d'un tel promoteur mo- 
dif ie. Les methodes uti Usees pour cela sont notamment les methodes deja connues en soi, et en particulier 
55 les suivantes : 

(1) le clonage de la sequence d'un tel promoteur en amont d'un site de clonage dans un vecteur d'expres- 
sion plasmidique, permettant ensuite le clonage dans ce vecteur de la sequence que Ton desire transcrire 
sous le contrdle de ce promoteur. 
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(2) la synthase d'un oligonucleotide comprenant la sequence du brin non matrice d'un promoteur modif ie, 
et d'un deuxieme oligonucleotide contenant a son extremite 3' la sequence complementaire du premier, 
et a son extremite 5' la sequence complementaire de I'otlgoribonucleotide que Ton desire synthetiser. 
Comme la synthase chimique est limitee en ce qui concerne la taille maximum des oligonucleotides, I'uti- 

5 lisation de promoteurs de sequence plus courts permet de synthetiser des oligoribonucleotides plus longs 

que si on utilise les sequences natu relies de promoteurs. 

(3) la synthese d'une matrice de transcription par Reaction de Polymerisation en ChaTne, I'amorce en 
amont apportant le promoteur modif ie et def inissant i'extremite 5* du transcrit, I'amorce en aval def inissant 
I'extremite 3' de I'ADN amplif ie et du transcrit. 

10 (4) la synthese d'une matrice de transcription par elongation, a I'aide d'une transcriptase inverse, d'une 

amorce amont portant la sequence du promoteur modif ie hybride sur un ARN, digestion par la RNAse H 
de TARN contenu dans le duplex ARN:ADN ainsi forme, et hybridation de I'ADN simple brin ainsi libere 
avec la deuxieme amorce qui, par elongation a I'aide de la transcriptase inverse, permet la synthese du 
deuxieme brin de la matrice et du promoteur modif ie. 

15 (5) Installation par ligation d'un promoteur modif ie sur une sequence acide desoxyribonucleique ou un 

acide ribonucleique si cette sequence possede une extremite 3' bien def inie, par hybridation sur cette ex- 
tremite 3' d'un oligonucleotide portant la sequence du brin non matrice du promoteur modif ie, suivie par 
la sequence complementaire de I'extremite 3' de la sequence cible, sur une longueur suffisante pour I'hy- 
bridation, et hybridation sur ce premier oligonucleotide d'un deuxieme oligonucleotide dont la sequence 

20 est complementaire de la region promoteur modif ie du premier, et qui porte un groupement phosphate en 

5'. L'hybridation des deux oligonucleotides et de la cible met en contact I'extremite 5* phosphate de ('oli- 
gonucleotide portant la sequence du brin matrice du promoteur et I'extremite 3' OH de la cible. L'action 
d'une ligase permet alors la formation d'un complexe ou la cible se trouve sous le contrtle du promoteur 
modifie. 

25 La presente invention concerne egalement I'installation d'une sequence quelconque sous le contrdle d'un 

promoteur modifie, par une methode, decrite ci-apres, fondee sur ('utilisation de sequences double brin plus 
courtes que la sequence sauvage du promoteur, et/ou presentant des mesappariements amenes par des mu- 
tations sur le brin non codant, et/ou presentant des non appariements dus a une/des deletions sur le brin ma- 
trice du promoteur, et/ou portant d'autres modifications. En particulier, la presente invention concerne I'ins- 

30 tallation simplif iee d'un promoteur pour une ARN polymerase en amont d'un acide nucleique (appelee cible) 
de sequence donnee, de nature acide desoxyribonucleique ou acide ribonucleique, de fagon a permettre la 
transcription de cette sequence par TARN polymerase concernee. 

La methode consiste a faire hybrider, sur la region 3' de la sequence a transcrire et sur la region imme- 
diatement adjacente en 3' de cette sequence, un oligonucleotide de sequence partiellement ou totalement 

35 complementaire de la cible, mais capable de s'hybrider avec la cible a la temperature d'utilisation de I'ARN 
polymerase. 

^oligonucleotide s'hybride au moins partiellement avec la cible grace a l'hybridation sur la cible d'au moins 
la sequence f lanquante (ou les sequences f lanquantes). 

La region "de coeur" peut done presenter des non appariements ou des mesappariements avec la cible, 
40 e'est-a-dire des regions qui, de par leur sequence ou leur position ne sont pas en contact d'hybridation avec 
le brin matrice de la cible. En effet, l'hybridation de I'oligonucleotide, grace a la sequence f lanquante, ou aux 
sequences f lanquantes, sur les regions de la cible qui leur sont complementaires, permet la juxtaposition de 
la sequence "de coeur" avec une sequence eventuellement quelconque de la cible. 

L'invention concerne egalement ruti lisation du promoteur modifie ci-dessus, comme brin non matrice de 
45 promoteur dans la transcription d'une sequence d'une cible nucleotidique capable de s'hybrider avec ledit oli- 
gonucleotide. 

Pour la mise en oeuvre de cette utilisation, il convient de mettre en contact I'oligonucleotide avec la cible 
dans des conditions permettant la transcription, ce qui peut s'effectuer de differentes fagons, et notamment 
comme suit : 

so (1) Si I'acide nucleique cible est un simple brin, l'hybridation peut Stre effectuee par melange de la cible 

avec I'oligonucleotide, en solution dans un tampon qui est preferentiellement le tampon dans lequel s'ef- 
fectuera la reaction de transcription, a une temperature permettant l'hybridation. 
(2) Si I'acide nucleique cible est un double brin, l'hybridation peut etre effectuee comme suit : 

(2,1) Si I'oligonucleotide est un oligonucleotide non modifie, la cible devra dtre denaturee, avant d'dtre 
55 hybridee a I'oligonucleotide dans les conditions decrites au paragraphs (1). La den atu rat ion peut Stre 

effectuee selon des precedes connus, en particulier par la chaleur (incubation durant 5 minutes a 
95°C), ou encore par traitement alcalin (NaOH 0,1 M durant 5 minutes), suivi de neutralisation avant 
hybridation avec I'oligonucleotide. 
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(2,2) Si {'oligonucleotide est un oligonucleotide modif ie, et en particulier un PNA, ('hybridation ne ne- 
cessite pas de denaturation prealable de la cible. Les sequences constitutes en toutou partiede PNA 
sont en effet capables de deplacer le brin complementaire du brin sur lequel eiles peuvent s'hybrider 
voir Nielsen, P.E. et al., Science 254, 1497-1500 (1991). 
5 La transcription proprement dite est ef fectuee dans les conditions usuelles, qui sont bien connues, en pre- 

sence de I'ARN polymerase appropriee et de ribonucleosides triphosphates, et qui ne seront pas rappelees 
ici. 

La presente invention permet aussi d'effectuer une transcription differentielle de deux sequences diffe- 
rentes dans un mdme milieu rSactionnel contenant une ARN polymerase reconnaissant le promoteur modified 
10 Parmi les promoteurs modifies selon Tinvention, certains permettent d'obtenir un taux de transcription egal a 
celui obtenu par utilisation d'un promoteur sauvage, etd'autres permettent au contraire d'obtenir un taux de 
transcription plus faible. La transcription differentielle a des utilisations multiples. En particulier elle permet : 
(1) la transcription des brins codants et non codants d'une matrice qui porte a chaque extremite ou sur 
une seule extr6mite un promoteur modif id. L'introduction d'une difference dans Tefficacite des deux pro- 
fs moteurs permet de plus d'obtenir une synthese en quantite plus importante d'un brin vis a vis de I'autre, 
si initialement, les deux brins ont la m§me capacity de transcription avec le mdme promoteur. Dans le cas 
ou, au contraire, les deux brins n'ont pas la m§me efficacite de transcription avec un mdme promoteur, 
le choix de deux promoteurs a eff icacite differente permet d'equilibrer le taux de transcription des deux 
transcrits. 

20 (2) I'expression simultanee de proteines ou polypeptides que Ton veut obtenir dans certaines proportions 

au sein du milieu rdactionnel, comme par exemple deux sous unites a et b d'une m£me holoenzyme a 2 b. 
Pour cela, la sequence de la sous-unite a est mise sous le contrdle d'un promoteur sauvage, la sequence 
b est mise sous le contrdle d'un promoteur modifie dont I'eff icacite est deux fois moindre par rapport a 
celle du promoteur de type sauvage. 

25 Dans les dessins annexes : 

La figure 1 est un tableau comparatif des sequences consensus des promoteurs pour les T3, T7 et SP6 
ARN polymerases. 

La figure 2 represente la sequence consensus (double brin) du promoteur de TARN polymerase T7 entre 
les positions -17 et +1. On a represente le produit normal de la transcription. Le site de demarrage de trans- 
30 cription est indique par le symbole +1 . Les zones encadrees d6f inissent les sites sur lesquels ont ete realisees 
les deletions, sur le brin non-matrice (brin superieur) et/ou sur le brin matrice (inferieur), conformement a 
Texemple 1. 

La figure 3 decrit I'ensemble des combinaisons de structures promotrices etudiees par transcription a 
I'aide de I'ARN polymerase T7. Les barres grisees schematised les structures oligonucleotidiques utilisees. 

35 Pour chaque hybride, la barre superieure correspond a une sequence decrite (de gauche a droite) de 5' vers 
3' et la barre inferieure a une sequence decrite de 3' vers 5'. Les regions hachurees representent les sites am- 
putes sur Tun ou I'autre des brins, conform6ment a la figure 2. Le taux de production des produits de trans- 
cription relatifs a une taille donnee, visualises par autoradiographic, est indique selon le mode suivant : (-), 
absence de produit de transcription ; (*) : taux tr6s faible (") : taux faible ; (***) : taux moyen ; (****) : taux ele- 

40 v6 ; (*****) : taux tres eleve. Les signaux encadr6s par des rectangles correspondent aux produits de trans- 
cription de taille attendue par rapport au site d'initiation presume^ et les signaux encercles correspondent a un 
produit de transcription de taille identique au brin non-matrice (superieur) des hybrides etudies. 

La partie A de la figure 4 decrit des combinaisons de sequences promotrices etudiees par transcription a 
I'aide d'ARN polymerase T7. Les barres grisees schematised les structures oligonudeotidiques utilisees. 

45 Pour chaque hybride, la barre superieure correspond a une sequence decrite (de gauche a droite) de 5' vers 
3' et la barre inferieure a une sequence decrite de 3' vers 5'. Les regions hachurees representent les sites am- 
putes sur Tun ou I'autre des brins, conformement a la figure 2. Le taux d'obtention des produits de transcription 
relatifs a une taille donnee, visualises par autoradiographie, est indique comme a la figure 3. La partie B de 
la figure 4 represente I'autoradiographie obtenue a Tissue des experiences schematisees a la figure 4A. Les 

so signaux de transcription specif iquement attendus sont indiques par des f leches (a : 26 nucleotides; b : 29 nu- 
cleotides), conformement a la partie A. Les chiffres au dessus de chaque piste indiquent la quantite d'ADN 
exogene utilis6e dans I'essai considere. Les tallies des marqueurs de poids moleculaire (PM) sont indiquees 
sur la partie droite de I'autoradiogramme. 

La partie A de la figure 5 decrit des combinaisons de sequences promotrices etudiees par transcription a 

55 I'aide de I'ARN polymerase T7, avec les mSmes conventions que pour la figure 4. La partie B represente I'au- 
toradiographie obtenue a Tissue des experiences schematisees a la figure 5A. Les signaux de transcription 
specif iquement attendus sont indiques par des f leches (a : 26 nucleotides; b : 29 nucleotides; c : 50 nucleo- 
tides, d : 53 nucleotides, e : 58 nucleotides), conformement a la partie A. 
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La figure 6 decrit schematiquement le fonctionnement d'un promoteur modif i6 selon I'invention, avec ('ins- 
tallation d'une sequence promotrice modif tee (brin non-matrice ; en trait gras) sur un site quelconque d'une 
sequence cible af in de d6finir un site d'initiation sp6cif ique de la transcription. La sequence representee en 
trait gras est maintenue sur la sequence cible par I'hybridation de sequences flanquantes compiementaires 
5 de la sequence cible. La region promotrice, sur laquelle TARN polymerase se fixe, est materialises par un rec- 
tangle gris6. Les ARN obtenus par transcription en presence de ribonucleotides triphosphates (rNTPs) sont 
schematises par des lignes onduiees. Le site de demarrage de transcription est figure par un rond noir. 

La partie Ade la figure 7 represents une structure promotrice modifies cr6£e par hybridation d'un oligo- 
nucleotide sur la sequence du genome de HIV (gene poQ. Cet oligonucleotide est compose de deux parties 
10 flanquantes compiementaires de la cible et d'une sequence identique au consensus du promoteur de I'ARN 
polymerase du phage T7 (17 bases). Les identites de sequences sont mat6rialis6es par des baton nets (I) et 
la partie en caractere gras sur fond gris6 represente la structure partiellement double brin correspondent & 
une structure "hemipromotrice". La partie B de la figure 7 represente une structure promotrice modif tee cr6e 
par hybridation d'un oligonucleotide sur la sequence du genome de HIV (gene gag). Cet oligonucleotide est 
15 compose de deux parties flanquantes compiementaires de la cible et d'une sequence identique au consensus 
du promoteur de I'ARN polymerase du phage 17 (17 bases). Les identites de sequences sont mat6rialis6es 
par des bdtonnets (I) et la partie en caractere gras sur fond gris6 represente la structure partiellement double 
brin correspondant & une structure "hemipromotrice ,> . Les ARN transcrits en presence d'ARN polymerase T7 
et de ribonucleotides (rNTPs) sont indiqu6s. Des points de suspension symbolisent une extr6mit6 d'un acide 
20 nucieique qui peut ne pas 6tre d'une longueur d6f inie. 

Les exemples suivants illustrent I'invention. 

EXEMPLE 1 : ANALYSE DE LA FONCTIONNAUTE DE PROMOTE URS MODIFIES 

25 Differentes structures de promoteurs d'ARN polymerases phagiques (ADN - dependantes), et plus parti- 

culierement du phage T7 ont 6t6 etudiees. Ces structures sont obtenues par ('association de differentes se- 
quences oligod6soxynucl6otidiques synth6tis6es par voie chimique avec I'appareil Applied Biosystems 394 
DNA/RNA Synthesizer. La liste de ces sequences (SEQ ID No: 1 & SEQ ID No:8) est indiqu6e en annexe. 
La preparation des matrices ADN etudiees a ete realisee & partir de solutions contenant 2,5 x 10 14 copies 

30 d'oligodesoxynucieotides (ODN). Les differentes solutions necessaires & la construction de la matrice sont 
associees dans un tube de microcentrifugeuse puis s6ch6es sous vide. L'ensemble est repris dans 10 id de 
tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7.5) et remis en suspension. L'hybridation des structures poss6dant une compie- 
mentarite de sequence mdme partielle est realisee par d6naturation £ 95°C pendant 5 minutes, centrif ugation 
(14000 x g, 10 secondes), puis descents & temperature ambiante pendant 10 minutes. Ace stade, les matrices 

35 peuvent dtre utilis6es ou stock6es £ -20°C. Les essais de transcription sont realises £ partir de 2 §xl d'une di- 
lution au 1/10*™ des solutions pr6c6dentes, so it 5 x 10 12 copies de matrice simple ou double brin. 

Les reactions de transcription sont r6alis£es dans le tampon suivant : Tris-HCI 40 mM (pH 8,1), spermidine 
1 mM, dithiothreitol (DTT) 5 mM, Triton X-100 0,01 %, polyethyieneglycol (PEG, poids moieculaire 4000) 80 
mg/ml, albumine de serum bovin (BSA) 50 ^g (Boehringer). Le volume r6actionnet final est de 20 jil et contient 

40 ATP, CTP, GTP, UTP (4 mM chaque), 5 nCi de [a- 32 P]UTP, MgCI 2 20 mM, 5 Unites d'ARN polymerase T7 (New 
England Biolabs) et 12 Unites de RNA Guard (Pharmacia). L'incubation est realisee & 37°C pendant 2 heures. 

Une fraction de 5 ^l du melange reactionnel est pr6lev6e et m6lang6e avec 5 pJ de la solution suivante : 
formamide 98 %, Xylene Cyanol 0,083 % r Bleu de Bromophenol 0,083 %, EDTA 1 0 mM pH 5,0. Les echantillons 
sont chauffes d 65°C pendant 5 minutes puis ref roidis rapidement sur de la glace, lis sont analyses par 6leo- 

45 trophorese (2 heures, 150 Volts) en gel de polyacryl amide 12-15 %, ur6e 7 M. Les gels sont ensuite traites 
pendant 20 minutes dans une solution d'acide acetique/methanol (10/20, %/%), s6ch6s sous vide et autora- 
diographies pendant 12 heures e -80°C. 

Les differentes combinaisons etudiees permettent de determiner I'inf luence de deletions situ6es dans les 
regions amont (AM) et aval (AV) de la sequence consensus du promoteur de I'ARN polymerase du phage T7, 

so sur Teff icacite de transcription d'une matrice ADN def inie. Les combinaisons permettent egalement de deter- 
miner I'influence respective de chacune de ces deletions selon qu'elles sont situ6es sur le brin non-matrice 
ou matrice du promoteur double brin (figure 2). Les diverses associations etudiees dans cet exemple sontsche- 
matiquement representees & la figure 3. 

L'analyse comparative des resultats issus des combinaisons E + /E~, E7AM", AM + /E~ et AM + /AM" (figure 3) 

ss permet de determiner I'influence des deletions en amont du coeur (-4 & -12) du promoteur. Elle montre dans 
ce cas qu'une deletion sur le brin non-matrice a, seule, peu d'effet mais qu'une deletion sur le brin matrice, 
seule, reduit I'activite du promoteur. Cependant, une double deletion (brin non-matrice et matrice) retablit un 
niveau de transcription normal, ce qui montre que la partie amont du promoteur peut etre substitu6e par une 
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sequence double brin quelconque sans modification de Pactivite de ce dernier. Le promoteur de TARN poly- 
merase du phage T7 peut done etre modif ie en amont de la position -12 sans incidence sur le rendement de 
transcription, ni modification du site d'initiation de celle-ci. 

L'analyse comparative des resultats issus des combinaisons E7E", E7A\T, AV7E" et AV7AV (figure 3) 
5 permet de determiner influence des deletions en aval du coeur (positions -4 a 12) du promoteur. La deletion 
du promoteur en aval induit un decalage du site d'initiation de transcription par rapport au site du promoteur 
sauvage (C, correspondent a la position +1). En effet, un transcrit de plus petite taille (26 au lieu de 29 nu- 
cleotides) est observe dans tous les cas ou un promoteur comprend une deletion aval sur le brin matrice. Cela 
demontre que le positionnement de TARN polymerase T7 sur le coeur du promoteur impose la localisation du 

10 site de demarrage de transcription sur le brin matrice. La partie aval du promoteur (-1 a -3) peut done §tre 
enlevee et remplac6e par une sequence differente de celle definie dans le consensus global de 17 paires de 
bases, ce qui demontre qu'un promoteur ainsi modif ie conserve sa fonctionnalite, meme si le rendement de 
la reaction est legerement moindre. 

L'analyse comparative des r6sultats issus des combinaisons E + /E~, E + /AM~, E + /A\T et E7AA" (figure 3) 

15 permet de determiner I'inf luence des deletions par rapport a leur localisation respective sur le brin matrice du 
promoteur. Une deletion situee en amont ne modif ie pas la taille du transcrit, mais attenue legerement I'eff i- 
cacite de transcription par rapport au promoteur sauvage. En revanche, une deletion situee en aval conduit a 
I'obtention d'un produit de transcription de taille plus courte (de placement du site de debut de transcription) 
et affecte I'eff icacite de transcription de plus de 50 %. La double deletion (amont et aval) produit un transcrit 

20 plus court mais son eff icacite de transcription est si mi la ire a celle correspondent a la deletion situe en aval. 
En d'autres termes, il n'y a pas d'effet cumulatif des deux types de deletion. 

L'analyse comparative des r6sultats issus des combinaisons E + /E", AMVE', AWE" et AA + /E" (figure 3) per- 
met de determiner I'inf luence des deletions sur le brin non-matrice du promoteur. Une deletion situee en amont 
ne modif ie pas I'eff icacite de transcription par rapport au promoteur sauvage. En revanche, une deletion situee 

25 en aval reduit de plus de 50 % I'eff icacite de transcription. L'effet des deux mutations n'est pas cumulatif puis- 
qu'une double deletion (amont et aval) permet d'obtenir une transcription presque aussi forte que le temoin. 

L'analyse comparative des r6sultats issus des combinaisons E + /E", AMVAV, AM+/AA", AA + /A\T, AV7ANT, 
AA7AM", AV7AA", AM + /AM", ANT/ ANT et AA7AA" (figure 3) permet d'etudier la fbnctionnalite de structures pro- 
motrices possedant au moins une deletion sur chaque brin (non-matrice et matrice). Elle permet de constater 

30 qu'un promoteur homoduplex depourvu de sa partie amont (sur les deux brins), ainsi qu'un promoteur depour- 
vu de sa partie aval (sur les deux brins) conservent une bonne fonctionnalite par rapport au promoteur sauvage. 
De mSme, tout promoteur depourvu de sa partie aval sur le brin matrice (mais non depourvu sur le brin non- 
matrice) est fonctionnel. Cela demontre qu'il est possible de definir un promoteur modif ie d'ARN polymerase 
phagique a partir d'une sequence minimum presente sur un ADN cible. Enf in, m6me si I'eff icacite d'un pro- 

35 moteur homoduplex doublement ampute (en amont et en aval sur les deux brins) est reduite par rapport au 
promoteur sauvage, il faut constater que ce type de structure minimum permet neanmoins d'obtenir des trans- 
crits avec une eff icacite non negligeable. 

Dans des conditions analogues, il est possible de montrer que le brin matrice du promoteur permet, sous 
forme de simple brin, d'obtenir un transcrit de taille identique a celui obtenu a I'aide d'un promoteur double 

40 brin. Une sequence simple brin matrice d'un promoteur possede done ('information necessaire a la fixation de 
I'ARN polymerase du phage T7 et a I'initiation de la transcription. 

En resume, les promoteurs bicatenaires raccourcis homo- ou hetero-duplex conservent une grande fonc- 
tionnalite par rapport au promoteur sauvage. En particulier, une deletion sur les deux brins en amont n'a pas 
d'influence sur le rendement de transcription. Une deletion en aval sur le brin matrice affecte peu le rendement 

45 de transcription mais modif ie simplement la taille du transcrit par decalage du site d'initiation de transcription 
sur la matrice. La conservation de la partie aval sur le brin non-matrice seul du promoteur (localisation -3 a- 
1), au niveau de la sequence 5 TATA 3 ', permet de conserver une eff icacite de transcription proche de celle ob- 
tenue a I'aide du promoteur sauvage. Neanmoins, il apparaTt clairement d'apres ces donn6es qu'il est possible 
d'obtenir des promoteurs modifies de plus petite taille permettant d'initier la transcription a partir d'un site don- 
so n6. 

EXEMPLE 2 ANALYSE QUALITATIVE DE LA SPECIFICITY DE TRANSCRIPTION A PARTIR DE PROMO- 
TEURS MODIFIES 

55 Conformement a I'exemple 1 , la specif icite de transcription in vitro de promoteurs modifies a ete etudiee 

en presence d'ADN exogene de sperme de saumon a differentes concentrations par essai. Les associations 
E + /E", AM + /AM~ AMVAA" et AA + /AA~ ont et6 etudiees en presence de 0, 10, 100 et 1000 ng d'ADN exogdne 
(figure 4). Cette etude permet de demontrer, sur quelques cas particuliers choisis dans I'exemple 1, que la 
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transcription effective in vitro est intrinsequement liee & la presence d'une structure promotrice fonctionnelle 
et non a la presence d'une sequence d'ADN aleatoire disponible pour TARN polymerase T7. Les essais expe- 
rimentaux ont ete realises de maniere identique a ceux de I'exemple 1 . 

La presence d'ADN exogene en forte concentration (1 000 ng/essai) conduit a un fort bruit de fond corres- 

5 pondant a des transcrits aspecifiques de grande taille (figure 4B). Neanmoins, I'eff icacite de transcription de 
la cible specif ique n'est pas mod if iee quantitativement, en presence ou en absence d'ADN exogene. Cela de- 
montre que les structures promotrices etudiees permettent une fixation preferentielle et efficace de TARN po- 
lymerase T7, conduisant a la transcription specif ique d'une cible pourvue d'un promoteur. Cette observation 
s'accorde avec le fait que 1'intensite du bruit de fond aspecif ique est inversement proportionnelle a I'eff icacite 

10 du promoteur en presence, c'est-a-dire I'intensite relative du produit de taille attendue. Ces elements demon- 
trent done la fonctionnalite des promoteurs modifies qui permettent une transcription specif ique d'une cible 
situee en aval. 



EXEMPLE 3 ANALYSE QUALITATIVE DES ARNs TRANSCRITS A PARTI R D'UNE SEQUENCE CIBLE 
15 CONTR6LEE PAR UN PROMOTEUR MODIFlE 



L'analyse qualitative de I'eff icacite relative de different s types de structures promotrices a ete completee 
par une detection specif ique des ARNs transcrits correspondent a la sequence situee en aval de la structure 
promotrice. Pour ce faire, des essais transcriptionnels ont ete realises conformement a I'exemple 1 , a I'excep- 

20 tion de toute incorporation de nucleotides modifies. Les associations E + /E~, AM + /AM~, AM*7AA~, AA + /AA~, ainsi 
que les sequences simple brin E+, AM + , AA + , E~ AM", et AA" ont ete etudiees. Suite a la reaction de transcription 
proprement dite en absence d'isotope, les echantillons sont charges sur un gel d'electrophorese. Apres mi- 
gration selon les conditions de I'exemple 1 , les acides nucleiques sont transferes electriquement sur membra- 
ne de nylon (Hybond N t Amersham) a I'aide d'un appareil (Biorad) dans un tampon TBE x 0,5 pendant deux 

25 heures a 80 Volts. Les membranes sont sechees pendant 10 minutes a 80 °C puis les acides nucleiques sont 
fixes sur la membrane par irradiation UV a I'aide d'un appareil St ratal inker (Stratagene). Les membranes sont 
pre hybrid ees a 42°C dans une solution de prehybridation. L'hybridation est realisee avec une sonde oligonu- 
cleotidique (SEQ ID NO. 9) marquee radioactivement a son extremite 3' par du [a-^PJddATP en presence de 
terminate transferase et purifiee. L'hybridation est realisee pendant 12 heures dans des conditions discrimi- 

30 nantes ("stringentes") ne permettant pas d' hybrid at ions aspecifiques et les lavages sont egalement realises 
de maniere stringente. La membrane est ensuite envelop-pee dans un film de cellophane et autoradiographiee 
pendant 24 heures a -80°C. Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 5. lis indiquent dairement qu'un 
promoteur double brin raccourci en amont (AM + /ANT) est aussi efficace qu'un promoteur sauvage (E + /E~). De 
meme, un promoteur raccourci en amont sur fe brin non-matrice et en amont et aval sur le brin matrice 

35 (AM7AA - ) permet d'obtenir un transcrit specif ique, c'est-a-dire complementaire de la sonde de detection de 
TARN cible. Le rendementd'obtention de ce transcrit est similaire a celuiobtenu a I'aide du promoteur sauvage, 
ce qui conf irme I'eff icacite de ce promoteur modif ie pour la transcription d'un ARN complementaire de la ma- 
trice situee en aval de ce celui-ci. L'ARN produit dans ces conditions possede une taille reduite de 3 nucleotides 
par rapport a TARN issu du promoteur sauvage. Ceci provient du decalage du site de demarrage de transcrip- 

40 tion sur le brin matrice, dO a la deletion aval sur ce dernier. Ce decalage ampute vraisemblablement des trois 
premieres bases I 'ARN transcrit, mais ne modif ie pas la sequence situee en aval puisqu'un signal d'hybridation 
de meme intensity que dans le cas du promoteur sauvage est obtenu avec la sonde specifique du transcrit 
attendu. Un transcrit de taille reduite de 3 nucleotides est egalement obtenu a partir du promoteur double brin 
ampute en amont et en aval (AA7AA"). Comme attendu, les brins correspondent au brin non matrice du pro- 

45 moteur (E + , AM + , AA + ) ne permettent pas d'obtenir de transcrits specif iques. En revanche, avec le brin matrice 
seul, sauvage ou ampute en amont (E~ et AM", respectivement), on obtient un transcrit specifique de taille 
attendue (29 nucleotides). Cela demontre pour la premiere fois la capacity de brins matrices des promoteurs 
phagiques a initier une transcription a un site precis. Un brin matrice de promoteur doublement ampute (AA~) 
ne permet pas d'initier la transcription, ce qui montre I'im porta nee de la sequence 5 TAT 3 ' situee dans la partie 

so aval du consensus du promoteur T7. La capacite de transcription peut etre retablie par hybridation en trans 
d'un brin non-matrice du promoteur com porta nt au moins cette sequence aval du promoteur. II est important 
de noter que ces promoteurs simple brin (brin matrice) conduisent tous a des initiations de transcription a d'au- 
tres sites que ceux def ini par le positionnement de I 'ARN polymerase sur son promoteur sauvage. Notamment, 
des transcrits comportant la sequence de I 'ARN attendu, mais de longueur egale a celle du brin matrice, sont 

55 obtenus. Cela resulte de I'initiation d'une transcription a partir de l'extremite 3' libre d'un oligonucleotide, 
comme precedemment demontre ; voir Schenborn, E.T. et Mierendorf, R.C. Jr., Nucleic Acid Research, 13, 
6223-6236 (1985). 

En conclusion, il s'avere que des promoteurs phagiques amputes en amont et en aval de leur consensus, 
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simple brin ou double brin, sont capables d'induire specif iquement la transcription k un site particulier. 

Ainsi, conform6ment k I'invention, et comme le montre la partie experimental ci-dessus, il est possible 
de cr6er des structures de promoteurs phagiques modifies ou partiellement conserves. Ces structures peu- 
vent etre r£alis£es notamment par hybridation d'un oligonucleotide compose successivement (de 5' vers 3') 

5 d'une region complements ire de la cible simple brin (region flanquante), d'une sequence du brin non-matrice 
promoteur de TARN polymerase phagique, et eventuellement d'une seconde region flanquante compiemen- 
taire de la cible (figure 6). Un tel oligonucleotide peut jouer le rdle d'h£mipromoteur (brin non-matrice de pro- 
moteur) pour la transcription k I'aide d'ARN polymerase. Selon la nature de la sequence cible en regard de k 
la sequence du promoteur (dans le duplex cible-promoteur), et afin de I i miter I'effet des mesappariemments 

10 de cette region sur la capacite de fixation de TARN polymerase, des bases modif i6es (inosine, par exemple) 
peuvent etre introduites dans des positions particulieres de la sequence du promoteur. Ces modifications doi- 
vent dtre adaptees k chaque cas particulier de sequence cible afin de favoriser la fixation de TARN polymerase 
sur la structure "hemipromoteur". La notion d'hemipromoteur recouvre I'id6e d'une reconnaissance d'une se- 
quence promotrice imparfaitement appariee. L'ARN polymerase se fixe sur la structure hemipromoteur et rea- 
ls lise la transcription d'ARNs dont I'extremite 5' (g6n6ralement un G) correspond £ la premiere base situe en 
aval de la structure hemipromoteur (figure 6). Tout mode d'installation de ce type de structure "hemipromo- 
trice", ainsi que ('utilisation d'une telle structure, font partie de I'invention. 

L'etape eventuelle de d6naturation initiate d'un acide nucieique double brin £ transcrire peut dtre effectuee 
de maniere thermique, chimique ou enzymatique. 

20 II est aise de trouver, au sein d'une sequence cible, des regions ayant une homologie suff isante avec la 

sequence consensus d'un promoteur d'ARN polymerase phagique, et k plus forte raison avec une sequence 
raccourcie, suff isante pour initier la transcription, comme montre ci-dessus, afin de cr6er une structure "h6- 
mipromotrice" par hybridation sur un brin cible d'une sequence promotrice de coeur flanqu6e d'au moins une 
sequence specif ique de la cible. Le genome du virus d'immunodef icience humaine (HIV) presente par exemple 

25 deux regions d'homologie significative avec la sequence consensus du promoteur de I'ARN polymerase du 
phage T7 ( 5 TAATACGACTCACTATAG 3 ). Ces sequences sont 6 GGCAACGACCCCTCGTCA 3 ' et 5 TAATAC- 
GACTCACAATAT 3 ', et se situent respectivement k I'interieur des genes gag et pol. Les bases en caractere 
gras sont identiques dans la sequence consensus du promoteur et dans les sequences determinees par re- 
cherche d'alignements optimaux entre (edit consensus et la sequence totale du genome du HIV. L'hybridation 

30 d'une sequence contenant une partie de la sequence consensus (brin non-matrice) du promoteur de I'ARN 
polymerase du phage T7, f Ianqu6e de sequences compiementaires de la cible HIV, permet d'installer une struc- 
ture w h6mipromotrice H sur le genome du HIV et de realiser, en presence d'ARN polymerase T7 et de ribonu- 
cieosides triphosphates (rNTPs) une transcription specif ique k partie du site ainsi d6f ini (figure 7). Get exem- 
ple illustre par consequent la possibilite d'application de cette methode d'initiation de transcription, k partir 

35 d'une sequence d'acide nucieique d'interdt, potentiellement & tous les syst£mes biologiques existants. 
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LISTE DES SEQUENCES 

SEQ ID N° : 1 : 

GATCGTACCA TGTAATACGA CTC ACTATAG ATCGT ACC AT G 4 1 
SEQ ID N° : 2 : 

ATAACACTGC GGCCAACCAT GGTACGATCT ATAGTGAGTC 40 

GTATTACATG GTACGATC 58 



SEQ ID N° : 3 : 

ATAACACTGC GGCCAACCAT GGTACGATCT ATAGTGAGTC 
GCATGGTACG ATC 



SEQ ID N° : 9 : 
ATAACACTGCGGCCAAC 



40 

53 



SEQ ID N° : 4 : 

ATAACACTGC GGCCAACCAT GGTACGATCA GTGAGTCGTA 40 
TTACATGGTA CGATC 55 

SEQ ID N° : 5 : 

ATAACACTGC GGCCAACCAT GGTACGATCA GTGAGTCGCA 40 
TGGTACGATC 50 

SEQ ED N° : 6 : 

GATCGTACCA TGCGACTCAC TATAGATCGT ACCATG 36 
SEQ ID N° : 7 : 

GATCGTACCA TGTAATACGA CTCACTGATC GTACCATG 38 
SEQ ID N° : 8 : 

GATCGTACCA TGCGACTCAC TGATCGTACC ATG 33 



17 



Revendicatlons 

1. Oligonucleotide utilisable comme brin non-matrice de promoteur, dans la transcription d'une sequence 
d'une cible nucleotidique, en presence d'une ARN polymerase phagique ayant un promoteur natural spe- 
cif ique, a partir d'un site de ladite cible qui n'est normalement pas un site d'initiation de la transcription 
pour ladite ARN polymerase phagique, laquelle est choisie parmi cedes des phages dont les ARN poly- 
merases ont des promoteurs specifiques comprenant une sequence consensus au moins depuis la po- 
sition -17 jusqu'a la position -1, caracterise par le fait : 



EP 0 659 881 A1 



- qu'il comprend une sequence de coeur flanqu6e £ Tune au moins de ses extr6mit6s d'une sequence 
nucieotidique capable d'hybridation avec une sequence de la cible, 

- que ladite sequence de coeur est constitute par une sequence de 6 a 9 nucleotides cons6cutifs choi- 
sis dans la region -12 £ -4 du brin non-matrice dudit promoteur specif ique, ou une sequence suff i- 
samment homologue permettant de conserver la fonctionnalite de ladite ARN polymerase, 

- qu'une sequence f lanquante est compl6mentaire d'une premiere region de la cible, et que I'autre se- 
quence flanquante, lorsqu'elle est presente, est complementaire d'une seconde region de la cible t 
lesdites premiere et seconde regions etant separees, sur la cible, par une sequence ayant un nombre 
de nucleotides egal au nombre de nucleotides de la sequence de coeur, 

- et que le nombre de nucleotides de la region flanquante, ou la somme du nombre de nucleotides 
des regions f lanquantes, est au moins suff isamment eleve pour que ledit oligonucleotide puisse s'hy- 
biideravec la cible a la temperature d'utilisation de I'ARN polymerase. 

Oligonucleotide selon la revendication 1 , caracteris6 par le fait qu'il comporte une region flanquante amont 
dont le nombre de nucleotides est tel que la somme des nombres de nucleotides de la sequence de coeur 
et de la sequence flanquante amont est au moins egale a 10, et en particulier au moins egale a 11. 

Oligonucleotide selon la revendication 1 ou 2, characterise par le fait que les regions f lanquantes compor- 
tent chacune de 5 a 12 nucleotides. 

Oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, characterise par le fait que la se- 
quence -12 a -4 dudit brin non matrice dudit promoteur est choisie parmi Tune des sequences suivantes : 

- ACCCTCACT 

- GGTGACACT 

- CGACTCACT 

- GGGCACACT 

- CAACTCACT 

- CGACTCAGT 

- GAACTCACT 

Precede de preparation d'oligonuc!6otides utilisables comme brins non-matrice dans la transcription 
d'une sequence d'une cible nucieotidique, a partir d'un site qui n'est normalement pas un site d'initiation 
de la transcription pour ladite ARN polymerase phagique, characterise par le fait que Ton synthetise des 
oligonucleotides tels que d6f inis dans t'une quelconque des revendications pr6c6dentes, que Ton effectue 
de fagon connue des essais de transcription de ladite cible en utilisant comme brin non-matrice les oli- 
gonucleotides obtenus, et que Ton eiimine les oligonucleotides qui ne permettent pas d'effectuer ladite 
transcription avec un rendement au moins egal a un seuil predetermine. 

Utilisation d'un oligonucleotide tel que d6f ini dans Tune quelconque des revendications 1 a 4 comme brin 
non matrice dans la transcription, en presence d'une ARN polymerase, a partir d'un site qui n'est norma- 
lement pas un site de debut de transcription pour ladite ARN polymerase, d'une sequence d'une cible nu- 
cieotidique capable de s'hybrider avec ledit oligonucleotide. 
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FIGURE 1 

Comparaison des sequences consensus des promoteurs pour les T7, T3, et SP6 ARN polymerases 

-10 +1 

T3 TMTAACCCTCACTAAAQQGAGA 



II II 



II I III I 



SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAAGQG 

II III I 



T7 TAATAOGACTCACTATAGQGAGA. 



T3 TATTAAOOCTCACTAAAGQGAGA 

I III I I 

Kll AATTAQGQCACACTATAGGGAGA 

I I I I I III 

BA14 TAAmOGACTCACTAATGCGAGA 
consensus TATTAQG-CTCACTATAGQGAQG 



parfois different 
| toujours different 



FIGURE 2 



brin codant 
brin non codant 



■17 
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TAATA CGACTCACT AT/ G 3 ' matrice ADN 

ATTAjjGCTGAGTG/llAjCTAGCATGGTACCAACCGGCGTCACAATA s- 



ARN polymerase T7 
rNTPs 



+1 

5 GAUCGUACCAUGGUUGGCCGCAGUGUUAU 3 ' 

ARN transcrit 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 

Promoteur phagique 
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